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Study of culture filtrate toxicity of Botrytis cinerea observed on grapevine vitroplants: 
I. Effect of crude culture filtrate 
Summary : The purpose of this research was: l) to show culture filtrate toxicity of Botry-
tis cinerea, 2) to determine an eventual relation between susceptibility of grapevines to B. cinerea 
in the field and susceptibility of in vitro plantlets to fungal culture filtrate. In this way, effects of 
culture filtrate on the growth of vitroplants were examined to evaluate on the one hand, susceptibil-
ity of Vitis and, on the other, degree of culture filtrate toxicity. Growth inhibition increased with 
grapevine sensitivity and no phytotoxic effects were observed on resistant grapevines. So a discri-
mination between resistant, susceptible and very susceptible grapevines was achieved. A compara-
tive study has also shown that factors like fungal culture age or isolate nature were able to affect 
toxicity. 1-week-old culture filtrate was able to induce symptoms on vitroplants and toxicity 
increased with fungal culture age. Moreover, this was not due to enzyme activity. 
Key words : Botrytis, Vitis, variety of vine, tissue culture, fungal culture filtrate, toxicity, 
growth, resistance, test, method. 
Introduction 
La mise au point de methodes de lutte, efficaces et durables, contre la pourriture 
grise est rendue difficile par Jes caracteres biologiques de Botrytis cinerea. Aussi, la 
selection de plantes resistantes OU a sensibiJite reduite a l'egard de ce champignon 
devient un objectif interessant. 
Les methodes classiques d'amelioration genetique de la vigne ne peuvent etre rete-
nues pour Jes cepages de cuve, du fait de la contrainte de typicite varietale imposee 
dans Jes vignobles de tradition. Par contre, !'utilisation de la variation somaclonale 
induite par la culture in vitro apparait comme une voie prometteuse (BOUQUET 1989). 
La selection de phenotypes resistants peut se faire de deux manieres: soit en selec-
tionnant Jes plantes regenerees, soit en exen;ant une pression de selection dans le 
milieu de regeneration par addition de filtrat de culture plus ou moins purifie de 
!'agent pathogene. Cependant, une telle approche ne peut etre envisagee qu'a deux con-
ditions: (1) la resistance doit s'exprimer in vitro et (2) l'organisme pathogene doit secre-
ter des molecules phytotoxiques jouant un role primordial dans la pathogenese (DAUB 
1986). II est done necessaire de mettre au point des biotests in vitro permettant non 
seulement d'evaluer la sensibilite de la vigne, mais egalement d'etudier Jes composes 
phytotoxiques secretes par B. cinerea. Recemment, plusieurs tests mettant en oeuvre 
des techniques de culture in vitro ont ainsi ete realises pour apprecier la sensibilite de 
la vigne a divers organismes tels Eutypa Ja ta (MAURO 1986; MAURO et al. 1988; TEY-RULH 
1988), Plasmopara viticola (BARLASS et al. 1986, 1987) et egalement B. cinerea (Hoos et 
BLAICH 1988). 
Le but de ce travail est done d'etudier le comportement des vitroplants de differen-
tes vignes a l'egard du filtrat de culture de B. cinerea afin de determiner s'il existe une 
relation entre ce comportement et celui des vignes cultivees dans le vignoble a l'egard 
de B. cinerea. 
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Materiel et methodes 
Plantes h6tes 
Les plantes h6tes retenues pour ce test sont classees en fonction de leur comporte-
ment dans le vignoble a l'egard de B. cinerea (GALET 1977): 
resistantes: Vitis riparia CV. Gloire de Montpellier, 
moyennement sensibles: V. vinifera cv. Cabernet Sauvignon clone 1565, 
tres sensibles: V. vinifera cv.: Chardonnay clone 95, Chardonnay clone 96, Pinot 
clone 113. 
Les vitroplants sont multiplies par microbouturage en tubes sur 20 ml de milieu 
GALZY (1969) legerement modifie (BARBIER 1988) et cultives sous conditions contr6lees: 
25 °C, 16 h de jour, environ 50 µmol photons m-2s- 1 (tubes fluorescents Grolux Sylva-
nia FT 30 •Lumiere du jour»). Seule la partie intermediaire des vitroplants est utilisee 
pour fournir des boutures a un bourgeon afin de limiter l'heterogeneite observee lors 
de leur croissance. 
Organisme pathogene 
Les differents isolats de B. cinerea (N, P18A, P61A, RFA2) ont ete fournis par M. 
LEROUX (INRA, Versailles). Le champignon est cultive dans des fioles d'Erlenmeyer de 
2 1 contenant 800 ml de milieu liquide de meme composition que le milieu utilise pour la 
micropropagation de la vigne avec 30 g/l de saccharose. L'inoculum correspond a 10 ml 
d'une suspension de conidies a 2·106 conidies/ml, preparee a partir d'une culture agee 
d'une semaine. La culture se fait sans agitation, a l'obscurite et a temperature ambi-
ante. 
Preparation du filtrat 
Apres 1, 2, 3 ou 4 semaines de culture, le mycelium est elimine par filtration sur 
filtre sans cendre DuRIEUX n° 113. Le filtrat est ensuite eventuellement lyophilise ou 
concentre par evaporation sous vide a 40 °C. Les filtrats dialyses sont prepares a l'aide 
d'une membrane dont la porosite est de 2,4 nm, ce qui permet le passage des molecules 
de poids moleculaire inferieur a 104• 
Bioessai 
II consiste a introduire le filtrat des cultures de B. cinerea dans le milieu de culture 
des vitroplants et a evaluer sa toxicite par son action inhibitrice sur la croissance des 
boutures. 
Les filtrats sont introduits dans le milieu de micropropagation de la vigne, de telle 
sorte que la concentration finale en elements toxiques soit identique a celle presente 
dans le milieu de culture fongique. La quantite de saccharose ajoutee dans le milieu de 
culture des vitroplants varie en fonction de la quantite de sucres (saccharose, fructose 
et glucose) qui reste dans le milieu de culture fongique, la quantite totale devant etre 
egale a 30 g/l. Les filtrats sont introduits soit avant l'autoclavage du milieu (20 min, 
120 °C), soit apres et, dans ce cas, ils sont sterilises par filtration sur membrane cellu-
lose de porosite 0.22 µm (Sterivex Millipore). Le pH des differents milieux est ajuste 
a 6,4. 
Un milieu temoin est realise avec du filtrat de culture provenant d'un milieu non 
ensemence. Sa concentration en sels mineraux est par consequent deux fois superieure 
a celle du milieu habituel de microbouturage. 
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Les boutures obtenues a partir des vitroplants sont repiquees sur les differents 
milieux testes. Apres 2 mois de culture, la taille des vitroplants est mesuree. Les essais 
sont realises en tubes (6-12 tubes) ou en bocaux contenant 12 boutures (2 bocaux). 
Chaque experience est effectuee au moins deux fois. Sur les graphiques illustrant les 
resultats, la moyenne des differentes mesures est indiquee avec son intervalle de con-
fiance a 5 % (IC sur les graphiques). 
Resultats 
Effets des filtrats de cultures de differents isolats 
sur les vitroplants 
Les filtrats provenant de cultures agees de 4 semaines des differents isolats (N, 
P18A, P61A et RFA2) ont un effet toxique sur les vitroplants de Chardonnay (Fig. 1 et 
2). Apres 2 mois de culture, les plantes sont peu developpees et les feuilles jaunissent 
puis se necrosent rapidement, alors que la croissance des vitroplants de V. riparia n'est 
pas significativement differente de celle du temoin. Cette toxicite differe entre les iso-
lats: les filtrats des isolats N et PlSA sont plus toxiques que ceux des isolats RFA2 et 
P61A. 
Influence de !'age des cultures de B. cinerea (isolat 
N) sur la toxicite des filtrats 
La toxicite des filtrats sur les vitroplants des V. vinifera (Cabernet Sauvignon, 
Pinot et Chardonnay clones 95 et 96) augmente avec l'age de la culture fongique (Fig. 3). 
En presence de filtrat de culture agee de 4 semaines les vitroplants des V. vinifera sont 
peu developpes, alors que la taille des vitroplants de V. riparia n'est pas significative-
ment differente de celle du temoin. 
Influence de la concentration du filtrat 
La toxicite des filtrats sur les vitroplants de V. vinifera augmente en fonction de la 
concentration du filtrat (Fig. 4 et 5). La croissance des vitroplants en presence des fil-
trats dilues de moitie n'est cependant pas toujours significativement differente de celle 
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Fig. 1: Taille (en cm) des vitroplants de V. riparia. (R) et de Chardonnay clone 95 (CH95) apres 2 mois 
de culture sur le milieu tkmoin (T} ou en presence des filtrats de cultures des differents isolats N, 
PlBA, P61A et RFA2. 
Vitroplants height (in cm) of V. riparia (R) and Chardonnay clone 95 (CH95) after 2 months of cul-
ture on control medium (T) or on media containing culture filtrates of various isolates N, P18A, 
P61A and RF A2. 
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du temoin. Le filtrat non dilue est toxique pour les quatre V. vinifera. Neanmoins, les 
vitroplants de Cabernet Sauvignon sont significativement mains sensibles que ceux de 
Pinot et Chardonnay. Seul le filtrat concentre deux fois est toxique pour les vitroplants 
de V. riparia. 
Par ailleurs, la presence de sels mineraux concentres deux fois et de saccharose a 
30 g/1 dans le milieu de culture des vitroplants ne perturbe ni leur croissance, ni leur 
developpement. 
Toxicite des filtrats apres divers traitements 
1. apres dialyse 
Les filtrats dialyses ont une activite toxique sur Jes vitroplants de V. vinifera plus 
Fig. 2: Vitroplants de V. riparia (R) et de Chardonnay clone 95 (CH) apres 2 mois de culture en pre-
sence des filtrats de cultures de differents isolats N (A), Pl8A (B), P61A (C) et RFA2 (D). 
Vitroplants of V. riparia (R) and Chardonnay clone 95 (CH) after 2 months of culture on media con-
taining culture filtrates of various isolates N (A), Pl8A (B), P61A (C) and RF A2 (D). 
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faible que les filtrats bruts correspondants (Fig. 3). Cette difference est, dans la plupart 
des cas, significative au risque de 5 %. 
2. apres autoclavage 
Aucune difference significative n'est observee entre les filtrats autoclaves et non 
autoclaves (Fig. 5). 











0 40 T 10 1 20 2 30 3 40 4 T 10 1 20 2 30 3 4 
TRAITEMENT TRAITEMENT 
CH96 







T 10 1 20 2 30 3 40 4 
TRAITEMENT 
Fig. 3: Taille (en cm) des vitroplants de V. riparia (R), Cabernet Sauvignon (CS), Pinot (P) et de 
Chardonnay clone 95 (CH95) et clone 96 (CH96) apres 2 mois de culture sur le milieu tkmoin (T) ou 
en presence des filtrats bruts (1, 2, 3 et 4) ou dialyses (lD, 2D, 3D et 4D) provenant de cultures de 
)'isolat N agees de l, 2, 3 OU 4 semaines. 
Vitroplants height (in cm) of V. riparia (R), Cabernet Sauvignon (CS), Pinot (P) and Chardonnay 
clone 95 (CH95) and clone 96 (CH96) after 2 months of culture on control medium (T) or on media 
containing crude filtrates (1, 2, 3 and 4) or dialysed filtrate (lD, 2D, 3D and 4D) obtained with 1, 2, 3 
or 4 weeks old isolate N cultures. 
Discussion et conclusion 
Les filtrats de cultures de B. cinerea n'ont aucun effet mesurable sur Jes vitro-
plants de V. riparia, mais sont toxiques pour ceux de V. vinifera. Cette toxicite se tra-
duit par une reduction de la croissance des microboutures, qui est d'ailleurs plus 
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importante dans le cas du Pinot et du Chardonnay que dans celui du Cabernet Sau-
vignon. 
Cet effet toxique ne peut etre attribue a un exces en sels mineraux provoque par 
!'addition du filtrat contenant, non seulement de nombreux composes secretes ou lies 
Fig. 4: Vitroplants de V. riparia (A), Cabernet Sauvignon (B) et de Chardonnay clone 95 (C) apres 2 
mois de culture sur le milieu temoin (T) ou en presence des filtrats dilues dewc fois (F/ 2) ou non 
dilues (F) (filtrats bruts non autoclaves prepares a partir d'une culture agee de 4 semaines de l'iso-
lat N). 
Vitroplants of V. riparia (A), Cabernet Sauvignon (B) and Chardonnay clone 95 (C) after 2 months of 
culture on control medium (T) or on media containing filtrates diluted two times (F/2) or not diluted 
(F) (crude filtrates not autoclaved obtained with 4 weeks old isolate N culture). 
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au metabolisme fongique, mais egalement des residus d'elements du milieu de culture. 
En effet, le milieu temoin realise avec du filtrat de culture non ensemence ne montre 
aucune toxicite vis-a-vis des vitroplants, malgre une concentration en sels mineraux 
deux fois superieure a celle du milieu de microbouturage. 
Les composes responsables de cette activite toxique sont produits tres tot par le 
champignon cultive en milieu liquide. En effet, apres une semaine de culture fongique, 
Jes fi!trats sont deja toxiques pour Jes vitroplants de Pinot et de Chardonnay. Avec un 
filtrat de culture agee de 4 semaines, la croissance des boutures est tres faible. 
Les filtrats provenant des cultures des differents isolats n'ont pas la meme toxicite. 
Celle-ci augmentant avec !'age de la culture, la difference de toxicite des filtrats des dif-
ferents isolats pourrait etre liee a une difference de vitesse de croissance. Or, l'evolu-
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Fig. 5: Taille (en cm) des vitroplants de V. riparia (R), Cabernet Sauvignon (CS), Pinot (P) et de 
Chardonnay clone 95 (CH95) et clone 96 (CH96) apres 2 mois de culture sur le milieu temoin (T), 
concentre deux fois (2T) ou en presence des filtrats, autoclaves (NA/2, NA et 2NA) ou filtres sterile-
ment (N/2, N). Les filtrats sont dilues deux fois (NA/2 et N/2), non dilues (NA et N) et concentres 
deux fois (2NA) (filtrats prepares a partir d'une culture agee de 4 semaines de l'isolat N). 
Vitroplants height (in cm) of V. riparia (R), Cabernet Sauvignon (CS), Pinot (P) and Chardonnay 
clone 95 (CH95) and clone 96 (CH96) after 2 months of culture on control medium (T), concentrated 
two times (2T) or on media containing autoclaved (NA/2, NA and 2NA) or filter-sterilized filtrates 
(N/2, N). Filtrates are diluted two times (NA/2 and N/2), not diluted (NA and N) and concentrated 
two times (2NA) (filtrates are obtained with 4 weeks old isolate N culture). 
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tion de la biomasse au cours du temps n'est pas differente entre les quatre isolats 
(VANNEL 1990). Par ailleurs, une correlation entre la toxicite des filtrats et l'agressivite 
des isolats n'a pu etre etablie in vitro en raison des difficultes posees par !'utilisation 
directe du champignon sur des vitroplants (VANNEL 1990). D'apres les travaux de 
PHILLIPS et al. (1987), l'agressivite des isolats est fonction du nombre de noyaux par 
conidie mais ce nombre peut, pour un meme isolat, varier en fonction du milieu. Par 
consequent, il est tres difficile d'etablir un classement des isolats en fonction de leur 
agressivite. 
11 faut egalement noter que la dialyse provoque une perte significative de l'activite 
toxique, alors que la chaleur ne modifie pas cette toxicite (autoclavage a 120 °C pendant 
20 min). La toxicite ne peut done resulter d'une activite enzymatique. Elle semblerait 
liee a la presence de differentes molecules thermostables dont certaines auraient un 
poids moleculaire inferieur a 104• B. cinerea est connu pour secreter in vitro de nom-
breuses molecules phytotoxiques et, en particulier, des enzymes pectinolytiques et des 
polysaccharides (DUBOURDfEU 1982; KAMOEN et al. 1978; KAMOEN 1984). Ces composes ont 
ete egalement mis en evidence dans les tissus vegetaux infectes par B. cinerea 
(DUBOURDIEU et KAMOEN 1978). Aussi, une etude plus poussee est en cours pour determi-
ner la nature des molecules responsables de la toxicite du filtrat sur les vitroplants. 
Leur role dans la pathogenese devra etre defini avant de pouvoir envisager !'utilisation 
du filtrat plus OU moins purifie dans Un programme de selection. 
Resume 
Le but de ce travail est de: 1) mettre en evidence la toxicite du filtrat de culture de 
Botrytis cinerea, et 2) determiner s'il existe une relation entre la sensibilite de la vigne 
a B. cinerea, observee dans le vignoble, et la sensibilite des vitroplants au filtrat de cul-
ture fongique. Aussi, les effets du filtrat de culture sur la croissance des vitroplants ont 
ere etudies pour evaluer d'une part, la sensibilite de differents Vitis et, d'autre part, le 
niveau de toxicite du filtrat. L'inhibition de la croissance augmente avec la sensibilite 
de la vigne et aucun effet phytotoxique n'est observe sur les vitroplants resistants. Une 
discrimination entre les vignes resistantes, sensibles et tres sensibles a ainsi pu etre 
obtenue. Une etude comparative a permis de mettre en evidence !'influence de l'isolat 
et de l'age de la culture sur la toxicite. Le filtrat provenant d'une culture agee d'une 
semaine est capable d'induire des symptOmes et sa topcite augmente avec !'age de la 
culture fongique. Par ailleurs, cette toxicite ne peut etre attribuee a une activite enzy-
matique. 
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